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インフルエンザウイルスベクター系の開発と実用化
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方法と結果
インフルエンザウイルスWSN株
のNS1蛋白のC端を削除した短い
NS1蛋白をコードする遺伝子の下流
に、自己切断活性を持つ17アミノ酸
からなる2Aプロテアーゼ配列を介在
配列として、モデル遺伝子としてク
ロラムフェニコール・アセチルトラ
ンスフェラーゼ(CAD遺伝子を導入
した（図1，NS2ACAT)。組換え体
ウイルス感染MDBK細胞内ではCAT
蛋白はNS1蛋白との融合蛋白として
発現され、約20％が速やかに自己切
断され成熟型蛋白となった（図2)。
発現量はWSN株NA蛋白と程度で
あった。組換え体ウイルスは温度感
受性で、マウスに対し高度に弱毒化
されていた（図4)。致死量のインフ
ルエンザウイルスWSN株チャレン
ジ実験では、組換え体ウイルス感染
により完全なプロテクションが見ら
れ、高度な免疫原性を有しているこ
とが示された。CAT蛋白に対する
CrL誘導能、インターフェロンγ誘
導能はWSN株と比べ低かったが、
これはウイルスの増殖能の低さによ
』?
要
インフルエンザウイルスWSN株
を親株とする弱毒変異株NS遺伝子
(N110)を利用したベクター系を開発
した。組換え体ウイルスはマウスに
対し、高度に弱毒化され、また免疫
原性を有していた。外来蛋白発現量
は野生株NA蛋白と同程度であった。
そこで、ワクチンベクターとしての
応用を試みた。
目的
ベクターは基礎生物学の手法とし
て、あるいは遺伝子治療やワクチン
の開発、有用生理活性物質の大量生
産の手法としても重要である。イン
フルエンザウイルスはRNAウイルス
であるが、ベクターとして、DNA"
イルスと比較していくつかの長所が
存在する。本件究では、インフルエ
ンザウイルスをベクター、特にワク
チンベクターとして、開発実用化す
ることを目的とした。
-1-
るものと思われる。また、感染12時
間後にはCAT蛋白の約50%が細胞
外に検出されたが､これは細胞のCPE
によるもと考えられる。生体内でも
同様に細胞外へ放出され、免疫の抗
原となることが期待さる。実際、感
染マウスの血清中に弱いながらも抗
CAT抗体化の上昇が確認された。ま
たCAT遺伝子は、ウイルスを経代し
ても比較的安定に保持された（図3)。
次に、WSN株と組換え体ウイルス
のサル脳内接種実験を行った。WSN
株を、視床、および側坐核に脳内接
種したところ、死亡または瀕死に陥
った。そこで、WSN株とNS2ACAT
株を接種したサル中枢神経における
病変の検索を行った。病変は、側脳
室、第4脳室における、脈絡髄膜炎、
上衣細胞の変性、側脳室周囲の囲管
性細胞浸潤、アストログリアの増生、
脳室の拡張でった。WSN株は致死的
であり、NS2ACAT株は致死的では
無かったが、病理学的には類似の所
見であった。
次に、ワクチンベクターとしての
応用を目指し種々の遺伝子の導入と
解析を試みた。導入を試みた遺伝子
は、HⅣワクチンの開発を目指して
HⅣ-Igp41及びnef遺伝子、結核
ワクチンの開発を目指して結核菌
Antigen85A遺伝子、癌の遺伝子治
療としてBax及びBcl2遺伝子を取
り上げた。組換え体ウイルスの増殖
は、NS2ACATウイルスと比較して
悪く、導入蛋白発現量も満足の行く
ものでは無かった。そこで、ウイル
スの増殖を阻害せず、かつ外来遺伝
子の発現も促進される様、導入方法
を再検討している。
考察
我々が作成したNS遺伝子を利用
したベクター系NS2ACATは従来の
NA遺伝子を利用したベクター系と比
較し蛋白の発現量が高く、ワクチン
ベクターとして有効であることが示
された。一方、いくつかの導入遺伝
子を検討したところ遺伝子によって
は発現量や安定性に問題の有ること
が明らかとなってきた。そこで、よ
り、応用性を高めるため、今後は導
入方法の再検討も必要と思われる。
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図1，組換体NS遺伝子の構造。
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図2， NS2ACAT感染MDBK細胞ないでの、CAT蛋白の発現。
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図3、NS2ACATウイルスの経代とCAT発現の安定性。
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図4、NS2ACATウイルスのマウスに対する弱毒化と免疫原性。WSN(104pfu)
(A)、N110(104pfu)(B)、NS2ACAT(104pfu)(C)感染実験。NS2ACAT
(104pfu)感染後、WSN(60xLD50)チャレンジ実験(D)｡
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